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糖尿病状態 に お い て は循環血液中や組織で後期糖化反応 生成物(adv a n c ed glyc atio
n e ndpr odu cts , A G E) が 加速的に形
成さ れ , 糖尿病性細小血管症 の 発症 に深く関わ っ て い る こ と が 明 ら か と な っ て き て
い る･ 近年 また ･ A GE を認識す る細胞表
面 レセ プ タ ー (re c epto rfo rA G E, R A G E) が 様々 な細胞 の 機能異常 を引き起
こ しう る こ と が知 ら れ て きた ･ しか し, R A G E遺
伝子 の 発現調節機構や そ の 病態生理学的な意義に つ い て は ほ と ん ど明 らか で な い ･ そ こ で 本研究 で
は , 腫瘍壊死 因子 (tu m o r
n ec ro sis fa cto r- α , T N F一 α), 17P
- エ ス トラ ジ オ ー ル な ら び に A G ET) ガン ドが 紳小血 管構成細胞種の
一 つ で ある 周皮細胞 に
ぉ ける R A G E遺伝子発現 に どの ような影響 を及ぼす か に つ き検討 した ･ そ の 結果, T N F
-
α , 17J9 - エ ス トラ ジ オ
ー ル , A G E は
R A G Em R N Aを増加させ た . こ れ らの 国子 に よ っ て RA G Em R N Aの 安定性 は影響 を受けず, し
た が っ て 当該遺伝子 の 発現誘
導は主と して 転写 の 促進 に よ る と考えら れ た ･ T N F
- α と 17j9
- エ ス ト ラ ジ オ
ー ル はR A G E蛋白量を増大さ せ , さ ら にT N F- α
は A G Eの 周皮細胞 の 噌殖抑制効果を増強 した ･ 以 上 の 結 果か ら, こ れ ら の 因子 に より誘導 さ
れ る R A G E は, 周皮 細胞 にお け
る A G E作用を助長 させ , 周皮細胞 の 選択的喪失 を含む糖尿病性細小血管症の 進展, 増悪
に 関与する 可 能性 が考え られ た ･
Eey w o rds pericyte, adv a n ced glyc adon endpr odu cts 仏GE), r e C eptOrfo r
A G E(R A G E)
ブ ドウ糖 な どの 還元 糖 は 蛋白質の ア ミ ノ 基と 非酵素的 に反応
し, Scb 誠塩基, ア マ ドリ 化合物 を経 て , その 後緩徐 に で は あ
るが 不可 逆的 な脱水 , 縮合等の 反応を繰 り返 し特有 の 蛍光 を持
っ 黄褐色 の 物質 , 後 期糖化反応生 成物 (adv a n c ed glyc atio n
e ndpr odu cts, A G E) を形成する こ とが 知ら れ て い る
1)(図1)･ 慢
性的 な高 血 糖状態 で は循環血液中や組織 で A G E が加速的 に形




さ ら に近 年, A G Eを認識す る細胞表面 レ セ プ タ
ー が 複 数種
見 い 出さ れ た 4卜
6)
. なか で もA G E受容体(r e c epto rfo rA G E,
R A G E)(図2) は1992年 にSte rn ら
6)に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ さ れ
た A G E受容体で 血 管 を構成す る血 管内皮細胞 や そ れ を取り巻
く平滑筋細胞, 周皮細胞な どの 様 々 な細胞 で発現 して お り
7)8)
,
糖尿病性網膜症 に特徴的 な周皮細胞 の 選択的喪失や 血 管新生過
程 に関与す る こ と が 明 ら か と な っ て き て い る
8卜 1 0)
･ し か し ,
R A G E遺伝子 の 発現調節 の 分子機構 に つ い て は ほ と ん ど明 ら か
で ない .
そ こ で 本研究 で は , 初 代培養 ウ シ網膜周皮細胞を用 い て
R A G E遺伝子 の 発現 に及ぼす腫瘍壊死因子 (tu m o r n e c ro sis
fa cto r-α , T N F- α), 171?- エ ス ト ラ ジ オ
ー ル
, A G E
l) ガ ン ドの
影響 に つ き検討 し た . さ ら に , T NF- α に より 周皮細胞脱衣面
の R A G E蛋白 が誘導 さ れ た 条件1
`
で A G E に よ る周皮細胞 の 増
殖抑制効果 が増悪 され るか どうか に つ い ても検討 を行 い ･ 糖尿
病性網膜症 とく に周皮細胞 の 喪失 に お け る A G E
-R A G E系 の 役
割 に つ き考察 した .
材料 お よ び方法
1 . A G E の調製
ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (bovin e se ru m albu min , B S A) (フ ラ ク シ
ョ ン V, 脂 肪 酸不含 , エ ン ド ト キ シ ン 不 含 , Bo ehringe r
Ma n nll eim Gmb H, Ma n nheim , Ger m any)を500mM グル コ
ー ス
を 含 む 10m M l) ン 僚 緩衝 生 理 食塩水 (pho sphate
-buffe r ed
s alin e, P B S)(pH 7.4) と 37 ℃で 無菌的 に6週間 イ ン キ ュ
ベ ー シ
ョ ン し た 即 . そ の 後, 透析 に よ り遊柾 グ ル コ
ー ス を 除去 し, ヘ
パ リ ン セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム C L-4 B(P ha r m acia L K B, Up ps ala,
sw ede n) ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で A G E化B SA を未反応B S A から
分離 した , 高分子化をS D S-P A G E で, ま た特異吸光 , 蛍光を分
光光学的方法 で確認後
1 0)
, 精 製A G E- B S A標 品 の 蛋白濃度を
平成9年11月27日受付 , 平成10年1月13日受理
A bbr eviadon s: A G E, adv an c edglycation e ndpr odu cts;B SA･ bovin e se ru
m albu min; NF- 〝 B, n u Cle arfactorkappa
B;P BS, Pho sphate-bufEereds alin e;R A G E, r e C ePtOrforA G E;R T
IPCR, r e V e r S etr anS Criptio n
-P C R;SS P E, S alin e sodiu m
phosphate ethylenedia min etetra ace也c a cid;T N F
- α ,tu m O r n e C r O Sisfactor
- alpha･
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Br adfo rd法で 定量 した 11).
Ⅲ . 細胞
1. 血 管周皮細胞
ウ シ眼球 よ り 初代培慶 した 網膜周皮細胞
12) を 刷い た . 細胞
は 牛胎児血清(Cell Cultu rel.abo rato rie s, Cle v ela nd, U SA), 100
U/mlペ ニ シ リ ン (利光純薬, 大阪), 100pg/mlス ト レ プ ト マ イ
シ ン (和光純薬) を含 む ダル ベ ッ コ 改 変 イ ー グル 培地(日水製
薬, 東京) にて 維持 した . 95 % 以 上の 細 胞が α 一平滑筋 ア ク チ ン
陽性で 周皮細胞 と同定 さ れ た .
1旺. D N A の化学合成
1. プ ライ マ ー お よ びプ ロ ー ブ
R A G Em R NA 検出用プ ラ イ マ ー , プ ロ ー ブ と して以 下 の オリ
ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドを設計 し, フ ォ ス フ ァ ミ ダイ ド法
により D N A合成装置 モ デ ル 392(Applied Bio syste m s, US A)を
17
用 い て化学合成 した . 合成オ リ ゴ デ オ キ シリ ボ ヌ ク レオチ ドは
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に 対 応), プ ロ ー ブ の 配 列 は 5
'
-
G C C G G A C A G A A G C T T GGA-3
,
(R A G E-P : 同167-184
8)に対応)
である . ウ シ ′ヲ
ー ア ク チ ン mR N A に対す る プラ イ マ ー お よ び プ
ロ ー ブ の 配列 は No m u ra ら1:3)に従 っ た .
Ⅳ . 総RN A の分離
種 々 の 条件fTで培養 し た周皮細胞か ら Cho m c zyn ski ら
14)の 方
法 に 基 づ き ア イ ソ ゲ ン (ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 1訓 l) をJ削 ､て 総
RN A をjl肛朋縞製 し た. す な わ■ら, ま ず1 フ ラ ス コ あ た り1111の
ア イ ソ ゲ ン を加え荊呈.左で 5分l貼静間後, 0.2 nl の ク ロ ロ ホ ル ム
を 加 え て 激 しく振返 し, 4 ℃, 1 2,00Ⅹg にて 15分間遠心 し た.
つ ぎ に, 仁清 を回収 しイ ソ プ ロ パ ノ ー ル を0 .5 ml加え 端 ㍑で5
分冊故潤 し, 4 ℃, 12,000ⅩglO分間の 遠心で R N A を沈澱 させ た ･
沈殿物 を7 59f, エ タ ノ ー ル で 洗 い 減圧 乾燥 し た後, 滅 菌水工 洒
解 し吸光定量をイJ二 い 圭適濃度に胡整し た.
V
. 逆転写-ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖反応(r e v ersetran s C riptio n-
P CR, R T-P C R)と その 産物の サ ザ ン プロ ッ ト解析
Ge n eAmp R N A P C R キッ ト (Pe rkin-Elme rCetu s. No rw alk,
US A) を川 い , まず総R N A, あ る い はポ 1)(朗
+
R N A を鋳腰と し
て逆転写酵素 に て cD N A を合成し, つ い で R A G EmR N A に特異
的な プ ラ イ マ ー を 用い Taq DN A ポ リメ ラ
ー ゼ に て cD N A断片
を増幅 した . 反応 に は DNA サ M マ ル サ イ ク ラ
ー (Pe rkin-Elm er
Cetu s) を使用 した
15)
. 増幅産物を2 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル にて 電気
泳動後 , ナ イ ロ ン フ ィ ル タ
ー (Am er sha m, Bu ckingham shire,
U E) に転写 し, 紫外 線 にて 固定 し た. フ ィ ル タ
ー を50 % ホル
ム ア ミ ド, 5Ⅹ [食塩 - リ ン酸 ナ ト リ ウ ム ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四
酢酸液 (salin e s odiu m pho sphate ethyle n edia min etetra a c etic
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R A G E
β･a Ctin
ン , 0.1 % B S A, 0.1 %フ ィ コ
ー ル), 1 % S D S, 500u g/ml 変性
サ ケ精子 D N A(Sigm a,StLois, U SA)か らな る溶液中で50 ℃, 4
時 間前 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン させ た後 , 50 % ホル ム ア ミ ド,
5ⅩS SP E, 5 Ⅹ De nha rdt液 , 1 % S D S, 50011g/ml変性サ ケ精子
D N A,
32
p標識 オ 1) ゴヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ10pm ole か ら なる
溶液中で 50℃, 1 6時 間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン さ せ た. プ ロ
ー ブ 標識 に は , D N A 5
,末端標識 キ ッ ト (宝酒造, 京都) と [γ t
32
p] ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 (N EN Re se a r ch Pr odu ct, Bo sto n,
U S A) を使用 し た
8)
.
ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン後 , フ ィ ル タ ー
を2ⅩSS C, 0.1% S D S に て室温 で15分間洗浄 し, -80 ℃ で オ
ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ イ ー を行 っ た . シ グ ナ ル 強度の 測定は バ イ オイ メ
ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー F UJⅨ B A SlO OO(富士 フ イ ル ム , 浜松) で 行
っ た .
Ⅵ . R A G Em R N A安定性 の解析
ヒ ト組換え型 T N F-α (Collabo rativ eRe s e ar
･
Ch, Bedfo rd, US A),
17ノ9
- エ ス ト ラ ジ オ ー ル (Sigm a,St. IJO uis, U SA), A G E-B S A に よ
る R A G Em R N A誘導の 分子機構 を明ら か にす る た め , 各刺激
下 に お ける R A G Em R NAの 半減期 を測定 し た1 6). すなわ ち, 周
皮細胞を100ng/ml TN F- α , 10nM 1 7′ウ エ ス トラ ジ オ
ー ル , 2
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Fig. 4. E 鮎cts of T N F
M
α ,17β一 eStr adiola nd A G ErB S Ao nR A G EmR N Alevelin pe ricytes･ ㈱ Do s e
-depe nde n c e･ Pericytes w e rein cubated
fbr4 hwith 仇eindic ated c o n ce ntr atio n s of T N F- α ,17β- e Str adiolor A G E-B S A,･a nd the npoly(朗
+
R N Asw e r eis olated and a n alyz ed by
ⅣトP C R. (B) Qu antitaiv e repr e se ntatio n of the R A G Egen einduction . Data w e re n o r maliz ed by theinte nsitY Ofβ
- a Ctin mR N A-deriv ed
signals, andrelatedto the v alu ewi tho utadditiv e s. E2, 17P- e Stradiol･
A G E受容体遺伝子 の 発現調節 とそ の 生 理 的意義
度10tlg/ml の ア ク チ ノ マ イ シ ン D (Sigm a) で転写を停止 させ
た . こ の 後 一 定時間 ご と に総 R N A を分推 し, 定量的RTIP C R法
に よ りR A G Em R N A量を測定 し た.
Ⅶ . ウ エ ス タ ン プロ ッ ト法に よ る 周皮細胞R A G E蛋白の検出
周皮細胞をP B S で洗浄衡 細胞可溶化横衝液(10m M P B S, 1%
No nidetP-40, 0.5 % デ オ キ シコ レ
ー ト , 0.1 % S D S, 10m M
E D
′
m , 1.5 mM M gC12, 2 m M オル ソ バ ナ ジ ル 酸ナ トリ ウ ム
(Sigm a), 50 m M NaF(和光純薬), 10m M ピ ロ リ ン 酸ナ トリ ウ
ム (Sigm a), 1 p g/ml ア プ ロ チ ニ ン (Bo ehringe rM a n nheim
Gmb H), 2 m M フ ェ ニ ー ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ロ ラ イ ド
(Sigm a))で可 溶化 し, 4℃, 300xgに て 15分間遠心 し た･ そ の
後 , Bradfo rd法 に て 遠心上浦 の 蛋白定量を行い , 30pg相当を
12,5 % S D S-P A G E法 に て 電気泳動 し , ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス 膜
仏 m e rsha m) に 転写 した . ニ トロ セ ル ロ
ー ス 膜を5%脱脂粉乳含
有0.1%ツ イ ー ン20漆加 廿is媛 衝液で 16時間ブ ロ ツ ヰ ン グ し た
後, 5tlg/ml 抗 ヒ ト R A G Eモ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗 体 (京都大学医学
部土 井俊夫講師より供与) と60分間室温で反応さ せ た . さ ら に
2000倍 に希釈 し た西洋 わ さ び ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識抗 マ ウス イ
ム ノ ダ ロ ブ リ ン抗 体(Am e r sha m) を二 次抗体と して 室温 で60




Ⅷ . 生細胞数 の算定
細胞を24穴 の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ (Co star, Ple a s a nto n,
U S A) に播種後経時的 に0.25 % ト リ プ シン で 分散 し, 0.17 %
(w/v) トリ バ ン プ ル
ー を含む培地で希釈 し血 球計算板を用い て
生細胞数 を算定 した 1 8).
成 績
Ⅰ. T N トα . 1 7β- エ ス トラ ジオ ー ル . A GE による 周皮細胞
R A G E遺伝子の発現誘導
T N F- α , 17Jヲ
ー エ ス ト ラ ジ オ ー ル , A G E存 在 下で 周皮細胞の
R A G E遺伝子 の 党規が ど の よう に 変化す る か を定量的R T-P C R
法 に て 検 討 し た . ま ず, 周皮細胞 よ り 分粧 した 総 R N A, ポ リ
仏)
+
R N Aを鋳型 と し て R T-P C R産物の シ グ ナ ル 強度を鋳型量と
サ イ ク ル 数 に 対 して プ ロ ッ ト し
19)
, 得 られ た検量曲線 か ら m ⊥
P C R反応 の 定量城を決定 し た. 図3 に示す よ う に, 総R N A を鋳
型と した 場合R N A量1000ng以 下 , サ イ ク ル 数45回以 内, ポ リ
(朗
+
R N A を鋳型 と し た場合R N A量50ng以 守
`
, サ イ ク ル 数40r[il
以 内で 反応 が直線的 に進行 し た の で , 以■【Fの 実験 で は総 R N A
量300ng, サ イ ク ル 数35回ある い は ポ 1)(A)
'
R N A量30ng, サ
イ ク ル 数30回と い う 条件 で RT｣P C R反 応 を 行 っ た . 内郎対照の
P- ア ク チ ン m R N A検JL-1反応も同様 の 検量曲線 に基 づ き鋳型総
R N A量3 00ng, ポ 1) 仏)
+
R N A量30ng, 増幅サ イ ク ル 20回の 条
件で行 っ た .
周皮細胞 を種 々 の 濃度 の T N F- α , 17′
･? - エ ス ト ラ ジ オ ー ル ,
AG ETB S A存在下 で 4時間培養後, ポ リ 仏)
+
R N Aを分離 し, 上 記
の 条件下 で R TIP C Rを行 っ た 結果を図4 に示す . T N F- α , 1 7/9
- エ ス ト ラ ジ オ ー ル , A G E-B S Aの い ず れ に よ っ て も RAG E
m R N Aレ ベ ル が 増 大す る こ と が 見 い 出 さ れ , そ れ ぞ れ 1 0 0
ng/ml, 10 nM, 2 m g/mi の 濃度で最も誘導さ れ た . こ の レ ベ ル
は非添加対照の 約3-4倍 で あ っ た . つ ぎに ピ ー ク僅 を与え た各
濃度下 で R A G EmR N A誘導の 経時変化を調べ たこ こ の 結果 ,
5に示す よ うに , T N F- a , 17β - エ ス トラ ジ オ
ー ル , A G E-B S A
添加後4-8時間後にR A G EmR N A レベ ル は ピ ー ク に達 し, そ れ
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ぞ れ 対照 の 約3倍 に誘導 され た . ′･ラ ー ア ク チ ン mR N Aレ ベ ル は
金程過を通 じて不変であ っ た .
1r. R A G Em R N A の安定性 に及 ぼすT N F- α , 1 7β一 エ ス トラ
ジオ ー ル , A G E の効果
T N F- α , 17J9
- エ ス トラ ジ オ 岬 ル , A G E-B S A によ る R AGE 遺
伝子発現誘導 の 分子機構を明ら か にす る ため , 周皮細胞を1 00
ng/ml T N F- α , 1 0nM 1 7ノ9 - エ ス トラ ジ オ
ー ル あ る い は 2
m g/ml A G E-B S A存在,-■Fに4時間培善後, ア ク チ ノ マ イ シ ン D
を添加 して 転写を停1ヒさ せ , 繹時的 に総 R N Aを分離 して定量
的R T P C R で分析 し, R A G Em R N Aレ ベ ル の 減少率か ら 半減期
を求め た . そ の 結 果, 図6 に示す如くR A G EmR N Aの 半減期は
い ずれ の 場 合で も約90-120分で あり非添加村照の 半減期(100
分) との 間に 有意差 は認め ら れなか っ た .
T[【. T N F- α , 1 7β - エ ス トラ ジオ ー ル に よ る RAGE 蛋白の
増加
T N F- α , 17′?
- エ ス ト ラ ジオ ー ル に よ る R A G Em R N A誘導
が , 実 際に R A G E蛋白の 増加を伴 っ て い る か どうか を ウ エ ス タ
ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法に より検討 し た . そ の 結 果, 図7 に示す如
T N F･ α
0 2 4 8 24 hr
R A G E
β･aCtin
R A G E
β･a Ctin
R A G E
β一a Ctin
17 ･Estradiol
O 2 4 8 2 4hr
A GE･B S A
0 2 4 8 24 hr
Fig. 5. Tim e c o u rs e of R A G Em R N Aindu cdo nby T N F
-
α , 17
P- e Str adiol a nd A G E-B S A･ Pericyte s w e r etre ated with lOO
ng/ml T N FL α , 10nM 17β-eStradiolo r2 mg/ml A G E-B S A for
theindic atedtim eperiods, and the n under w e ntpobTGA)
+
R N A






























Control T NF. α 1 7β-EstradioI AG E･B S A
(1 0 0ng/mI) (1 0nM) (2 mg/ml)
0 1 2 4 0 1 2 4 0 1 2 4 0 1 2 4(hr)
Tim e(hr)
Fig.6. R A G Em R NA stabiutyin pe ricytes c ultu r ed wi tho rwitho utlOOng/ml T N F
-
α O rlOnM 17
1
? -e Stradiolo r2 mg/ml A G E-BS A･ (A)
S｡uther nblots of RTIP C Rpr odu cts. Pe ricyte s w e retr e ated with the s e c o mpo u ndsfo r4 h, a ndthe n with lOug/mla ctin o mycin D･ a nd
furtherincubatedin theba salm ediu m c o ntaining20 % fetal bovin es e ru mfo rtheindicatedtim eperiods･ Afterin cubatio n,tOtal R N Aw as
extr a cted, re V e rS e-tra n S C ribed a nd P C R
-a mplified. Low er pa n els sho wthe sign als de riv ed fro m J?
- a Ctin mR N A･ (B) Qu a ntitativ e
r epr es e ntatio n ofthe R A G Em R N A le v els･ Data w e r e n o r m alizedwith I?
- aCtin sign als, a nd expre s s ed as ape rc e ntage ofthe valu e at the
tim e ofa ctin omycin D administratio n. Bold lin e a nd + , pe ricyte cultu r e witho utadditv e s;thinlin eand O ,T N F
-
a
-tre atedc ultu re;
da shedlin e a nd " J ･ - ,17J?
-e Str adiol-tr e atedc ulture;bold dashed lin e and = □ = ･ A G E
-tr e atedc ultu r e･
(Da) 1 2 34 5
66,00 0
-
4 4,0 0 0 -
Fig. 7･ Effe cts of T N F
-
α a nd 17
/
? -e Stradiolo n R A GE pl
･
Otein
co nte nts ofpe ricyte s. Pericyte s w e r etr e ated with o r witho ut
T N F- α O r17ノヲ
ー e Str adiol fo r24 h, a nd the nlyzed･ Pr otein s
e xtra cted w e r e el ctr opho r e s ed o n a nS DS-pOlya c ryla mide
12.5 %gelu nde r r edu cing c o ndit o n s, a nd s ubje cted to
We ste rnblota n alysis u sing a nti-R A G Em on o clo n al antibody･
La n el, n egative c o ntr ol; e Xtr aCtSfro m pe ricyte s c ultu red
witho ut ad ditv e s w er blotted and pr oce s s ed bythe s a m e
visu aliz atio npro c edu res exc eptfor omittingtheAr sta ntibody･
La n e2, PO Sitive c o ntrol; reCO mbin a ntr at R A G Epr otein
e xpre s s ed in 励 che richia colia nd ru nin pa r allel･ La n e3,
co ntr ol; e Xtr a CtS 血
･
o m u ntre atedpe ricytes. Lan e4, 100ng/ml
T N F･ α -tre atedpericytes･ La n e5,10nM 17/9
-e Str adiol-tr e ated
pe ricytes･ Siz e m a rke rs a re sho w n o ntheleftin Da･ Arr o w
indic ate sthe po sitio n of R A G Epr otein . T he uppe rband
probably repr es e ntedn o n
- Spe Ci 鮎 binding･
く樹皮細胞 は分子量約4 7,000 Daの R A G E蛋白 を発現 して お り,
100ng/ml T N F- α ,10nM 17Jヲ
ー エ ス トラ ジ オ ー ル の 24時 間処
理 で R A G E蛋白 レ ベ ル は約2倍 に 誘導 さ れ た .
Ⅳ . T N F-a に よ る A G E の周皮細胞増殖抑制効果の増強
こ の よ うな R A G E蛋白 の 党規誘導が機能 上 どの よう な 影響 を及
ぼすか を調 べ る ため , A G Eの 周皮細胞増殖抑制作)LHが T N F-a
で どう 憺飾 さ れ る かを検討 した . そ の 結果 , 図8 に′Jけ 如く ,
A G E によ る周皮細胞 の 増碑抑制 は1 00ng/mlの T N Fq α と の 共
存 に より有意に増強 され た. すな わ ち, A G E単独で は4 =開 の
培養 で周皮細胞 の 生 細胞数は約18%程度抑制 さ れ た にすぎな か
っ たが , T N トα と の 共存 で は約27%程度 の 増殖抑制効果 が認め
ら れ た.
考 察
本研究 に よ り , 周皮 細胞 に お け る R AG E遺伝子 の 発現 が
T N F- α , 17Jヲ
ー エ ス ト ラ ジ オ ー ル , A G E によ っ て 誘導 され る こ
と が は じめ て 明ら か に され た . 抗 R A GE抗体を用い た 免疫染色
に より , 糖尿 病患者 の A G E に富 む血管病変
20)や 粥状動脈硬化
の プ ラ ー ク 病巣
21)で R A G E蛋白が膿染 さ れ る こ と が 報告され て
い る . 本 研 究 に お ける 知見 か ら , こ の よ う な病変 に お け る


















Co ntr oJ A G E T N F- a T NF- a
+
A G E
Fig.8. T he effe cts of T N F
-
α O nthe A G E-indu c ed de cre asein
the n u mbe r ofviable pe ricyte s. Pe ricyte s w er etr e ated with o r
witho utlOOng/ml T N F- α in the pr e s e n c e ol
'
absenc eof l
m g/ml A G E-B S A fo r4 days. Ea ch c olu m n repre s e nts the
m e a n v alu e ofviable pe ricyte nu mbe r s of 6 indepe nde nt
dete r min atio n s;V e rtic al ba rs show S E M.
★
p<0.0001,C O mpa red
tothe v alu e s with lOOng/ml T N F- α (Stude nt
'
st te st).
R A G E蛋Ⅰニ1ーの 発現誘導 に は 共存 して い るA G E リ ガン ドl-
′
1身が 関
与一して い る[7r能性が 推定 さ れ る . な お , R A G E遺侵｢の 発現 を
最も増ノ(さ せ た 2 mg/ml とい う A G E濃度 は周皮細胞の 増姉抑
制や急性毒牲作川をき たす 最人イバ鋸農度 と 一 致 して い た
ポ)
. 本
研究で , R A G Em R N Aの 安定性 は T N F- α , 17Jゴ
ー エ ス トラ ジ オ
ー ル
, A G E-B S Aい ずれ に よ っ て も ほ と ん ど影響 さ れ な い こ と
か ら, こ れ らの 囚イ■に よ る R A G Em R N Aの 誘導は 虹
′
J):段 階で の
促 進に よ るも の と 考 え ら れ る . R A GE 遺力=
'
･ の プ ロ モ ー タ ー ,
エ ン ハ ン サ ー 領域 の 解 析 で は 5
,




B(n u cle arfa cto rkap pa B, N F- ICB)結合部位が リ ボ ポ リ サ ッ カ
ラ イ ド に よ る 発現誘導 に必 須で あ る こ と が 最宜H 甘告さ れ た
ココ)
.
T N F- α や A G E はそ れ ぞ れ細胞未l如に/i 在する T N F- (rI受容体や
R A G E に よっ て 認識さ れ た 後, 細胞1勺に 酸化 ス ト レ ス を 卸 卜さ
せ N トk Bを括惟化 しう る こ と か ら 即
4)
, こ れ ら の 榊 ｢に よ る
R AG E遺伝子 の 発現誘導も N F- fC Bを 介す る 叶能性 が考 え られ
る .
最近, 糖尿病状態で認め られ る イ ン ス リ ン 抵抗性 の 発生 に は
脂肪細胞 か ら 過剰 に分泌 され る T N F- α が 関 与し て い る こ とが
報告 さ れ た 25). し た が っ て , 脂肪細胞 に由来す る T N F- α は ,
血 管細胞 にお ける AG E- R A GE系を活性化さ せ , 周皮 細胞 の 選
択的喪失や血管新生を主徴 とす る糖尿病性細小血管症 の 危険因
子 ま た は 増悪因子の 一 つ と な りう る で あろ う. T N F- α に よ る
高イ ン ス リ ン血症 は , 血 管平滑筋細胞 の 増殖促進
26)2 7)ヤ プ ラ ス
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ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー イ ン ヒ ビタ ー 産生 刺激に よ る血 栓傾
向2日)を 介 して 粥状動脈硬化症 な どの 糖尿病1生大血管症の 発症,
進展 にも関与するもの と思 わ れ る .
本研究で は さ ら に, 17ノブ ー エ ス ト ラ ジ オ
ー ル が 周皮細胞 にお
け る R A G E蛋白 の 発現 を誘導する こ と が 認め られ た . R A G E蛋
白 の 発現誘導が最も顕著であ っ た10nM とい う エ ス トラ ジ オ ー
ル 濃度が 妊婦 の 血ヰー エ ス ト ラ ジ オ ー ル レ ベ ル
29)と ほ ぼ----¶･致 し,
疫学 的に も糖尿病性網膜症 の 進展が妊娠 に よ っ て 助長さ れ る こ
と か ら
:itり
, 筆者 は エ ス ト ラ ジ オ ー ル が糖尿病患者でも R A G Eを
誘導 し て A G E作用 を増強 し, 周皮細胞 の 選択的喪失 の
一 因 と
なりうるもの と推定す る. A G E は R A G Eを介して内皮細胞にも
作月==ノ , 血 管新生 や 血 栓傾向 を ひ きお こ しう る 印l
(りの で , エ ス
トラ ジオ ー ル は 糖尿病 に伴う内皮変化 をも増悪 させ ると考えら
れ る .
結 論
糖尻病性血管症 の 発症t 進厘射二直接 に関係する R A G E遺伝子
の 発現 に及ぼす T N FLα , 17′
'
]- エ ス ト ラ ジ オ ー ル , A G Eの 影
に つ き検討 し, 以 卜の 新知見を得た .
1
.
T N F- α , 17,ト エ ス トラ ジ オ
ー ル
, A G E は周皮細胞 にお
け る R A G Em R N A レベ ル を増大させ る .
2 . T N F- a , 17J?
- エ ス ト ラ ジ オ ー ル , A G E は R A G Em R N Aの
安 倉性に は 影響せ ず , R A G E遺伝十 の 転写を促進さ せ る もの と
推定 さ れ る .
3 . T N F- α と171ト エ ス トラ ジオ
ー ル は 実際R A G E蛋白量も
増大さ せ る .
4 . T N F- α はA G Eの 周皮朋川包増殖刑捕り効果 を増強 させ る .
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Mecha nis mfbr Ind11Ction of the Adva nc ed Glycation Endpr od11CtS Receptor Gen e a nd its RoleintheI)e velopm ent
and Pr ogr es sion of D iabetic M icr o a nglOpatly H ideki Fujim o ri, Fir st Depa rt me nt of Su rge ry a nd Depa rtm ent of
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Key w ords pericyte, adva n c edglyc ation e ndpr odu cts(AGE), reCePtO rfo rA G E(R AGE)
A bstra ct
A dva n c ed glycatio n e ndproducts(A G E), n O n-en Zym atically glycated protein de rivativ e sfor med at an ac celer ated r ate
u nde rdiabetic sta te, a retho ught toplay a c e ntralrolein the pathoge ne sis of diabetic va scular complication s･ Rec e ntly, a C ell
su rfac e re c epto rfo rA G E, te r m ed R A G E, W aS ide ntified a nd ha sbe e nimplic ated in v a rio us ce11ular dysfun ctio n s･ T he
regulation ofthe R A G Ege n e, ho w e v e r, is n ot fully u nde rsto od･ In this study the
a utho rinve stlgated how tu mor n e cr o sis
fa cto r- α (T N F- α), 1 7β- e Stradioland A G E liga nds affectthe e xpres sio nof the R AGEgen ein bovine re tinalpericytes, O n e
c e11ular con stitu e nt of mic ro ve s s els. First, T N F- α , 1 7β-eStradiol and A G E- B S Aw er efou ndtoin c rea se thelev els of R AGE
m R N Ain dos e-depe nde nt m an n e rs･ Sec o nd, the half
-1ife of R A G Em R N Aw a s no t slgnific antly changed bythe T N F
- α , 17
P- e Stradiol or A G E- B S Atre atm e nts, S ugge Stlng that theindu ctio nis a chie v ed at the tra nsc nptl O nStep･ T hird, TNF
- α and
17P- eS tr adiol act ually l n C eaSed R AG Eprotein c o nte nts in perl CyteS, a nd fo u rth, T N トα e nhanc ed the AGE
-induc ed
r eta rdation ofpe ricyte gro wth. T hese r e sultsthu s s ug ge st thatT N F
- α , 1 7β- e Stradiola nd AGE indu ction softhe R AGE ge n e
m ay a ugm e nt the AG Ea ctio n s, the r eby co ntributing to the de v elopm e nt and pr
ogr e sio n of diabetic mic ro ang10Pathy
e xem plified by pe ricyteloss･
